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© Die Erfindung betrifft die Verwendung von Imida- 
zol[1,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinonen der Formel 1 als dua- 
le Inhibitoren der Phosphodiesterase 3 und der Phospho- 
diesterase 5 zurTherapie der Herzinsuffizienz, von pulmo- 
naler Hypertonie und Gefafterkrankungen, die mit einer 
Minderdurchblutung einhergehen. 



CM 

m 



us 



BUiMDESDRUCKEREI 04.01 102 025/935/1 



13 



DE 199 61 302 A 1 

Beschreibung 
Technisches Gebiet 

5 Diese Erfindung betrifft die Verwendung von Imidazo[l,5-a]-pyrido[3 7 2-e]-pyrazinonen der Formel 1. als Wirkstoffe 
zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmonaler Hypertonic und GefaBerkrankungen, die mit einer Minderdurch- 
blntung einhergehen sowie pharmazeutische Zubereitungen, die diese Verbindungen enthalten. 
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20 Stand der Technik 

Kardiovaskulare Erkrankungen sind eine der haufigsten Todesursachen weltweit In den WHO Mitgliedslandem wa- 
ren 1998 30,9% aller Todesfalle auf Herz-Kreislauf erkrankungen zuriickzufiihren und davon allein 13,7% auf koronare 
Herzerkrankungen (The World Health Report 1999). Kardiovaskulare Erkrankungen betreffen jedoch nicht nur altere 

25 Personen, sondern treten bereits ab dem 3. Lebensjahrzehnt gehauft auf. Sie beeintrachtigen nicht riur die Lebensqualitat 
der Patienten, sondem haben, bedingt durch direkte und indirekte Kosten, eine hohe okonomische Bedeutung. Neben ge- 
netischen Faktoren spielen bei der Pathogenese von Herz-Kreislauferkrankungen vor allem Fehlemahrung und Uberge- 
wicht, Alkohol- und Nikotinabusus sowie ein Mangel an korperlicher Bewegung eine Rolle. 

Ein haufiges Krankheitsbild ist die koronare Herzkrankheit, unter der die Angina pectoris und der Herzinfarkt zusam- 

30 mengef aBt werden. Die Angina pectoris ist ein multifaktorielles Krankheitsbild, das durch eine Atherosklerose der Ko- 
ronararterien verursacht wird. Durch fluBlirnitierende Koronarstenosen kommt es zu einer Minderdurchblutung der 
Herzmuskulatur in Form einer stabilen oder instabilen Angina pectoris, einer stummen Myokardischamie, ischamisch 
bedingter Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstorungen oder einem akuten Myokardinfarkt. Der Herzinfarkt wird durch den 
VerschluB einer Koronararterie mit einem Thrombus (Blutpfropf) hervorgerufen. Der Thrombus bleibt meistens an einer 

35 Verengung der HerzkranzgefaBe stecken. Die dahinter liegenden Regionen des Herzmuskels werden dann nicht mehr mit 
Blut versorgt. Je nach Ort des Infarkts konnen groBe oder weniger groBe Bereiche betroflen sein. 

Die Basistherapie besteht in der Elimination der bekannten Risikofaktoren und einer medikamentosen Thrombozyten- 
aggregationshemmung mittels Acetyls alizylsaure oder Ticlopidin. Zur Behandlung der Angina pectoris-Anfalle werden 
"GefaBdilatatoren wie Nitrate, Betarezeptorenblocker oder Calziumantagonisten verwendet, die jedoch unerwiinschte 

40 Wirkungen wie Hypotonic, Blutumverteilung (steal-Phanomen) oder cardiodepressive Nebenwirkungen haben konnen. 
Bei Patienten mit genau lokalisierter Koronarstenose kann eine Bypass-Operation erfolgen (Leitlinie: Koronare Herz- 
krankheit/Angina pectoris. Leitlinie 019/001 vom 22. Juni 1998 der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie - Herz- und 
Kreislaufforschung in der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften). 

Eine weitere bedeutende Erkrankung ist die Herzinsuffizienz. Durch verschiedene Faktoren bedingt, reicht die Pump- 

45 leistung des Herzens nicht mehr aus, die Blut- und somit Sauerstoffversorgung des Korpers zu gewahrleisten. Unter- 
schieden werden drei Formen der Herzinsuffizienz, die Rechtsherz-, die Linksherz und die globale Herzinsuffizienz. Bei 
der Rechtsherzinsuffizienz ist die rechte Herzkammer nicht mehr in der Lage, die erforderliche Menge Blut in den Lun- 
genkreislauf zu pumpen. Da aber immer weiter Blut aus dem Korperkreislauf am rechten Herzen ankommt, weil die 
linke Herzkammer ununterbrochen weiter arbeitet, staut sich das Blut zuruck in den Bauch, die Leber und sogar bis in die 

50 Beine. 

Von der Linksherzinsuffizienz spricht man, wenn die linke Herzkammer nicht mehr die erforderliche Leistung bringt. 
In diesem Fall staut sich das Blut in den Lungen. Bei der globalen Herzinsuffizienz sind beide Herzkammem betroffen, 
oft als Folge einer vorangegangenen Rechts- oder Linksherzinsuffizienz. 

Bei der Behandlung der Herzschwache stent zuerst immer die Grunderkrankung im Vordergrund, z. B. Herzrhythmus- 

55 storungen (und andere Herzerkrankungen) oder Hypertonic Des weiteren werden haufig Medikamente zur Starkung 
oder zur Entlastung des Herzens (je nach Ursache der Herzschwache) und entwassernde Medikamente (Diuretika, Volu- 
menendastung) verordnet. Haufig werden Herzglykoside (z. B. Digoxin, g-Strophanthin) verordnet, welche die Herzar- 
beit "okonomisieren" und iiber einen langeren Zeitraum eingenommen werden konnen. Hemmer der Phosphodiesterase 
3 (PDE 3) erhohen im Myokard die Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), welche iiber ver- 

60 schiedene cAMP-abhangige Proteinkinasen die Kontraktionskraft erhohen. In verschiedenen klinischen Studien konnte 
gezeigt werden, daB PDE 3-Hemmer (Amrinon, Milrinon) deutlich positiv inotrop sind, eine Daueranwendung jedoch 
die Lebenserwartung eher verkurzt. Daher-diirfen diese Substanzen nur fur die Behandlung akuter Stadien (Anwen- 
dungsdauer 2-3 Wochen) eingesetzt werden. Dies triflt auch fur die Anwendung von p-Adrenozeptoragonisten wie Do- 
pamin und Dobutamin zu, die eine direkte positiv inotrope Wirkung haben, jedoch nur zur Behandlung einer akuten 

65 Phase der Herzinsuffizienz geeignet sind. 

Zur Senkung der sog. Nachlast werden Hemmstoffe des Angiotensin Converting Enzymes (ACE-Hemmer, z. B. Cap- 
topril, Enalapril) oder Angiotensinrezeptorantagonis ten (z. B. Losartan), selektive al-Adreno-Rezeptorenblocker (z. B. 
Prazosin) oder organische Nitrate eingesetzt. 
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Nur in absolut notwendigen Fallen wird eine Herztransplantation vorgenommen. Sie ist die letzte MoglichkeiL wenn 
alle anderen MaBnahmen fehlgeschlagen sind. Obwohl inzwischen Transplantationen, auch an anderen Organen, zur 
Routine geworden sind, sind Herztransplantation en nicht unproblematisch. 

Eine pulmonale Hypertonic liegt vor, wenn der Lungenarteriendruck iiber 25 mm Hg ansteigt. Dies fuhrt nachfolgend 
zur Entwicklung eines Cor pulmonale (VergroBerung des recfrten Ventrikels). Bei der primaren Hypertonie sind die Ur- 5 
sachen unklar. Moglich sind eine genetische Predisposition oder medikamentose Ursachen. Die primare pulmonale Hy- 
pertonic betrifft besonders Frauen in der dritten Lebensdekade. Die sekundare pulmonale Hypertonie wird durch kapil- 
lare ZirkulaUonsstorungen ausgelost und kann verschiedene Ursachen haben. Prakapillare Stauungen treten durch Ver- 
engungen der Lungenarterien beim obstruktiven Lungenemphysem, den Status Asthmatikus, Lungenfibrose oder Embo- 
lien auf. Die Therapie besteht in der Verminderung des pulmonalen Druckes und somit Entiastung der rechten Herzkam- 10 
mer. Bisher stehen nur Substanzen zur Verfugung, die unselektiv gefaBdilatatorisch wirken (ACE-Hemmer, Ca-Antago- 
nisten-Dihydropyridine) oder nur experimentell angewandt werden (Inhalatives Stickoxid (NO), Epoprostenol (PGI2) 
oder Prostacyclin, Adenosine und PGE1, Medical and Surgical Treatment of Advanced Pulmonary Hypertension By 
Kenneth W. Presberg, Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Medical College of Wisconsin. Thoracic Me- 
dical and Surgical Managment, Volume EE, Number 2 1996). 15 

Phosphodiesterasen (PDE) sind eine Isoenzym-Familie, zu der bisher 10 verschiedene Isoenzyme zugeordnet werden 
konnten. PDE-Enzyme spalten durch Hydrolyse cyclisches Guanosin-3\5'-monophosphat (cGMP) bzw. cyclisches Ade- 
nosin-3',5'-monophosphat (cAMP), die als "second messengers" in einer Vielzahl von Zellen vorkommen. Die Phospho- 
diesterase 3 (PDE 3) ist cAMP-spezifisch, die Phosphodiesterase 5 (PDE 5) ist cGMP-spezifisch. 

Von den bekannten Hemmstoffen der Phosphodiesterasen haben bisher nur einige selektive Inhibitoren der PDE 3, wie 20 
bereits beschrieben, begrenzte therapeutische Verwendung bei Herzinsuffizienz gefunden. 

Die Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinonen der Formel 1 als Wirk- 
stoffe zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmonaler Hypertonie und Gefaflerkrankungen, die mit einer Minder- 
durchblutung einhergehen, die zugleich und vergleichbar stark die PDE 3 und PDE 5 inhibieren. 

Die Hemmung der PDE 3 in der Herzmuskulatur fuhrt in an sich bekannter Weise zu einer Steigerung der Herzkon- 25 
traktilitat (positiv inotrope Wirkung). 

Die Hemmung der PDE 5 fuhrt zur Vasodilatation, besonders in den arteriellen GefaBen, und vermindert somit z. B. 
den GefaBwiderstand in den CoronargefaBen oder der A. pulmonalis. 

Die gleichzeitige Nutzung beider Wirkprinzipien, also der positiv inotropen Wirkung am Herzen kombiniert mit der 
Druckentlastung durch Dilatation arterieller GefaBe durch ein und denselben Wirkstoff, ist bisher unbekannt und wird 30 
durch die erfindung sgemaB en Verbindungen der Formel 1^ erstmals technisch realisiert 

Imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinone sind als duale Inhibitoren der PDE 3 und PDE 5 bisher vollig unbekannt. 

Das Europa-Patent 0 400 583 betrifft Imidazochinoxaline der allgemeinen Formel 

- - * £ . J ^ ??■ • 35 
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worin A fur die PosiUonen 7 oder 8 ein Sticks toff atom oder CH, B und D ein Stickstoffatom oder CH beziehungsweise 
ein substituiertes Kohlenstoffatom bedeuten und die Reste R, R 1 , R 2 Wasserstoff oder verschiedene organische Substitu- 45 
enten darstellen. 

Fiir diese Verbindungen wird eine gefaBerweiternde Wirkung angegeben. 

Von D. D. Davey et al. (J. Med. Chem. 34 (1991), 2671-2677) wurden neben verschiedenen Imidazo[l,2-a]-chinoxa- 
linonen auch 2 Imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinone der Formel 

50 

H 




55 



beschrieben, fur die zum einen R 1 = H und R 2 = C 2 H 5 , 60 
sowie zum anderen R 1 = 2-MeLhylimidazolo- und R 2 = CH 3 

bedeuten. Beide Verbindungen werden als PDE 3 Inhibitoren mit positiv inotroper Wirkung charakterisiert. 
Die Patentanmeldung WO 93/20 077 bezieht sich auf Imidazochinoxalinone der allgemeinen Formel 

65 
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wobei A fur 5-Ring-Heterocyclen mit 2 oder 3 Stickstoffatomen im Ring steht, R 1 N0 2 oder CF 3 sein kann und X fur ver- 
schiedene, zum Teil Stickstoff enthaltende Ketten mit bis zu 4 Kettengliedern steht. 

Diese Verbindungen werden als Glutamat-Rezeptor Antagonisten mit psychotroper sowie antiischamischer Wirkung 
15 beschrieben. 

Im Patent DE 195 10 965 werden Pyrido[3,2-e]-pyrazinone der Formel 




beansprucht. Dazu gehoren auch Imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinone. Fiir diese wurde R 1 jedoch nur dann als Was- 
serstoff erklart, wenn A = N-R 3 (R 3 = H, C L . .6-Alkyl) bedeutet. Fur die beanspruchte Stoffgruppe wurden antiasthmati- 
sche und antiallergische Eigenschaften dargestellt. 

Beschreibung der Erfindung 

Die Erfindung betrifft Iirridazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinone der Formel 1 



R 3 . 




45 worin 

A fiir O oder NH steht, 

R 1 und R 2 gleich oder verschieden sein konnen und 
Wasserstoff, sowie 

-Ci 5-Alkyl, geradkettig oder verzweigtkettig, 
50 ggf. ein- oder mehrfach substituiert mit -OH, -SH, -NH 2 , -N0 2 , -CN, -COOH, -F, -CI, -Br, -I, -0-C L . . 6 -Alkyl, -S-C L . >6 - 
Alkyl 

bedeuten konnen und 
R 3 fur Wasserstoff, sowie 

-Ci 5 -Alkyl, geradkettig oder verzweigtkettig, 
55 ggf^ ein- oder mehrfach substituiert mit -OH, -SH, -NH 2 , -N0 2 , -CN, -COOH, -F, -CI, -Br, -I, -O-d . . 6 -Alkyl, -S-Q. . ,6- 
Alkyl oder Phenyl 
steht. 

Es ist ein wesentlicher Bestandteil dieser Erfindung, daB die Verbindungen gemaB Formel 1 als essentielle strukturelle 
Voraussetzung fiir die erfindungsgemaBe Anwendung als Therapeutika zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmo- 
60 naler Hypertonie und Gef aBerkrankungen, die mit einer Minderdurchblutung einhergehen sowohl in Position 9 ein Stick- 
stoff- Atom besitzen, als auch das Fragment A mit A = O oder NH vorhanden ist. 

Die Erfindung betrifft auch die physiologisch vertraglichen Salze der Verbindungen nach Formel 1, die durch Neutra- 
lisation der Basen mit anorganischen oder organischen Sauren bzw. durch Neutralisation der Sauren mit anorganischen 
oder organischen Basen bzw. durch Quaternierung tertiarer Amine zu quaternaren Ammoniumsalzen gewonnen werden 
65 konnen. 

Bei Verbindungen nach Formel 1 mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom betrifft die Erfindung die D-Form, die 
L-Form und D,L-Mischungen sowie im Falle mehrerer asymmetrischer Kohlenstoffatome die diastereomeren Formen. 
Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 1_ mit A = O, ihre physiologisch vertraglichen Salze, Razemate, 
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Diastereomere bzw. Stereoisomer sind an sich bekannt und wurden bereits durch die deutsche Patentanmeldung 
DE 199 02 082 beansprucht. An gleicher Stelie wurde ebenfalls beschrieben, daB diese Verbindungen Inhibitoren der 
Phosphodiesterase 5 sind. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 1_ mit A = NH sind an sich bekannt aus dem Patent DE 195 10 965, 
auf das bereits im Stand der Technik verwiesen wurde. 5 

Die ernndungsgemaBen Verbindungen der Formel 1 konnen sowohl systemisch, beispielsweise intravenos, intramus- 
kular, subcutan, als auch oral appliziert werden. 

Die orale Applikation der ernndungsgemaBen Verbindungen ist besonders bevorzugt. 

Es ist weiterhin Bestandteil dieser Erfindung, daB die in den Ausfiihrungsbeispielen beschriebene Losung der ernn- 
dungsgemaBen Verbindungen fur die orale Applikation besonders bevorzugt verwendet wird. 10 
Die Verbindung kann als Losung auch parenteral, buccal oder sublingual angewandt werden. 

Arzneimittel, die eine oder mehrere der ernndungsgemaBen Verbindungen der Formel 1 neben iiblichen physiologisch 
vertraglichen Tragem und/oder Verdunnungsmitteln bzw. Hilfsstoffen enthalten sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
Arzneimittel sind ebenfalls Bestandteil dieser Erfindung. 

Die ernndungsgemaBen Verbindungen der Formel 1 und die Arzneimittel, die die ernndungsgemaBen Verbindungen 15 
der Formel 1 enthalten, konnen sowohl einzeln, als auch in Kombination untereinander eingesetzt werden. 

Die ernndungsgemaBen Verbindungen der Formel _1 hemmen die PDE 3 und die PDE 5 in vitro zugleich und ver- 
gleichbar stark. 

Es wurde gefunden, daB die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 1_ in vivo eine Steigerung der Herzkontrak- 
tilitat (positiv inotrope Wirkung) und zugleich eine Vasodilatation, besonders in den arteriellen GefaBen bewirken. 20 

Es ist Bestandteil dieser Erfindung, daB durch das beschriebene duale Wirkprinzip der erfindungsgemaBen Verbindun- 
gen die Gefahren gravierender Blutdruckveranderungen bzw. von hypoxisch bedingten Arrhythmien zuruckgedrangt 
werden konnen. 

Es ist Gegenstand dieser Erfindung, daB die Verbindungen der Formel _1 besonders fur die Behandlung der Akutphase 
der Herzinsuffizienz, der koronaren Herzkrankheit und des Cor pulmonale verwendet werden konnen. 25 

Ausfiihrungsbeispiele 

Von den Verbindungen der Formel 1_, <iie erfindungsgemaB als Wirkstoffe fur die Therapie der Herzinsuffizienz, von 
pulmonaler Hypertonic und GefaBerkrankungen, die mit einer Minder dure hblutung einhergehen, verwendet werden kon- 30 
nen, werden folgende beispielhaft angefuhrt: 
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Verb 


A 


R 1 


R 2 


R 3 


Schmelzpkt. 
[°C] 


I 


o 


C3H7 


CH 3 


CH 3 


294-295 
(DMF) 


O 

Z 
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1 1 


H 


CH 3 


314-317 
(DMF) 


Q 
O 


o 


H 


CH 3 


CH 3 


321-323 
(DMF) 




o 




H 


CH 3 


309-311 
(DMF) 


c 
o 


n 


^3117 


H 


CH 3 


289-290 
(DMF) 


D 




02115 


CH 3 


H 


320 zers. 
(DMF) 


7 


o 


C2H5 


CH 3 


CH 3 


314-315 
(DMF) 


8 


NH 


C2H5 


CH 3 


CH2~C6Hs 


276-278 
(DMF) 


9 


O 


C2H5 


CH 3 


(CH 2 ) 3 -OH 


303-305 
zers. (DMF) 
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Herstellung einer oral applizierbaren Losung fur die Verbindung 1 

Die Verbindung 1 kann zum Beispiel im Verhaltnis von 10-50 mg pro ml in 1 N Salzsaure gelost werden. Bei weiterer 
Verdiinnung nut destilliertem Wasser, dem 10 Volumen% Polyemylenglycol-660-12-hydroxystearat (Solutol® HS 15) 
zugesetzt werden, im Verhaltnis 1 : 9 erhalt man eine klare Losung, die 1-5 mg/ml der Verbindung 1 enthalt und als 
Trink- oder Injektionslosung verwendet werden kann. 

Bestimmung der pharmakologischen Eigenschaften 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 1 sind duale Inhibitoren der Phosphodiesterase 3 und der Phospho- 
diesterase 5. Ihr therapeutisches Potential wird in vitro beispielsweise durch die Verstarkung der Wirkung von NO auf die 
intrazellularen cGMP-Spiegel in Fibroblasten der Ratte belegt. 

Inhibition der Phosphodiesterase 3 

Die PDE 3-Aktivitat wird in Enzympraparationen aus humanen Thrombocyten bestimmt. Humanes Blut wurde mit 
Citrat anticoaguhert. Durch eine Zentrifugation bei 700 X g fur 20 Minuten bei Raumtemperatur wird das thrombocyten- 
reiche Plasma im Uberstand von den Erythrocyten und Leukocyten getrennt. Die Thrombocyten werden durch Ultra- 
schaU lysiert und im PDE 3-Assay eingesetzt. Die Phosphodiesterase- Aktivitat wird mit einigen Modifizierungen nach 
der von Thompson et al. beschriebenen Methode bestimmt. (Thompson, W. J.; Appleman, M. M., Assay of cyclic nu- 
cleotide phosphodiesterase and resolution of multiple molecular forms of the enzyme. Adv. Cycl. Nucl. Res. 1979, 10, 
69-92) 

Die Reaktionsmischungen enthalten 50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl 2 , die Inhibitoren in variablen Konzentra- 
tionen die Enzympraparation sowie die zur Erfassung des einzelnen Isoenzymes PDE 3 notwendigen weiteren Kompo- 
nenten (siehe unten). Durch die Zugabe des Substrates 0,5 uM [ 3 H]-cAMP (ca. 6000 CPM/Test) wird die Reaktion ge- 
startet Das Endvolumen betragt 100 ml. . 

Testsubstanzen werden als Stammlosungen in DMSO angesetzt. Die DMSO-Konzentration im Reaktionsgemisch 1st 
1 % v/v Bei dieser DMSO-Konzentration wird die PDE 3-Aktivitat nicht beeinfluBt. Nach dem S tart der Reaktion mittels 
Substrat-Zugabe werden die Proben 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch ein Erhitzen der Testtubes fur 2 Minuten auf 
1 10°C wird die Reaktion gestoppt. Die Proben bleiben fur weitere 10 Minuten im Eis. Nach der Zugabe von 30 ul 5-Nu- 
kleotidase (1 mg/ml, aus einer Schlangengiftsuspension aus Crotalus adamanteus) erfolgt eine Inkubation fur 10 Minu- 
ten bei 37°C Die Proben werden auf Eis abgestoppt, jeweils 400 ul einer Mischung aus Dowex-Wasser-Ethanol (1+1+1) 
zugegeben, gut gemixt und wieder 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die ReaktionsgefaBe werden 20 Minuten bei 3000 x g 
zentrifugiert. 200 ul Aliquotes des Uberstandes werden direkt in SzintiUationsgefaBe iiberfuhrt. Nach der Zugabe von 
3 ml Scintillator werden die Proben im Betacounter gemessen. Die jeweils unspezifischen Enzymakdvitaten werden in 
Gegenwart von 100 uM IBMX bei der Bestimmung der PDE 3 ermittelt und von den Testwerten subtrahiert. 

Fur die erfindungsgemaBen Verbindungen wurden beziiglich der Inhibition der Phosphodiesterase 3 IC 50 -Werte im 
Bereich von 10" 9 bis 10" 5 M bestimmt. 
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Beispielsweise wurden fur ausgewahlte Ausfuhrungsbeispiele folgende Werte bestimmt: 

Beispiel IC50 [umol/l] 

1 0,02 

5 0,04 

7 0,07 

8 0,07 



Inhibition der Phosphodiesterase 5 10 

Die PDE 5-Aktivitat wird in Enzympraparationen aus.humanen Thrornbocyten bestimmt. Humanes Blut wurde mit 
Citrat anticoaguliert. Durch eine Zentrifugation bei 700 x g fur 20 Minuten bei Raumtemperatur .wird das thrornbocyten- 
reiche Plasma im Uberstand von den Erythrocyten und Leukocyten getrennt. Die Thrornbocyten werden durch Ultra- 
schall lysiert und im PDE 5-Assay- eingesetzt. 15 

Die Phosphodiesterase- Aktivitat wird mit einigen Modifizierurigen nach der von Thompson et al. beschriebenen Me- 
thode bestimmt. (Thompson, W. J.; Appleman, M. M., Assay of cyclic nucleotide phosphodiesterase and resolution of 
multiple molecular forms of the enzyme. Adv. Cycl. Nucl. Res. 1979, 10, 69-92). 

Die Reaktionsmischungen enthalten 50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl 2 , die Inhibitoren in variablen Konzentra- 
tionen, die Enzympraparation sowie die zur Erfassung des einzelnen Isoenzymes PDE 5 notwendigen weiteren Kompo- 20 
nenten (siehe unten). Durch die Zugabe des Substrates 0,5 uM [ 3 H]-cGMP (ca. 6000 CPMTTest) wird die Reaktion ge- 
startet. Das Endvolirmen betragt 100 ml. Testsubstanzen werden als Stammlosungen in DMSO angesetzt-. Die DMSO- 
Konzentration im Reaktionsgemisch ist 1% v/v. Bei dieser DMSO-Konzentration wird die PDE 5-Aktivitat nicht beein- 
fluBt. Nach dem Start der Reaktion mittels Substrat-Zugabe werden die Proben 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch ein 
Erhitzen der Testtubes fur 2 Minuten auf 110°C wird die Reaktion gestoppt. Die Proben bleiben fur weitere 10 Minuten 25 
im Eis. Nach der Zugabe von 30 ul 5'-Nukleotidase (1 mg/ml, aus einer Schlangengiftsuspension aus Cro talus adaman- 
teus) erfolgt eine Inkubation fur 10 Minuten bei 37°C. Die Proben werden auf Eis abgestoppt, jeweils 400 ul einer Mi- C 
schung aus Dowex-Wasser-Ethanol (1+1+1) zugegeben, gut gemixt und wieder 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Reak- , r, 
tionsgefaSe werden 20 Minuten bei 3000 X g zentrifugiert. 200 ul Aliquotes des Uberstandes werden direkt in Szintiila- . v'v 
tionsgefaBe uberfuhrt. Nach der Zugabe von 3 ml Szintillator werden die Proben im Betacounter gemessen. Die jeweils . 30 ■<> 
unspezifischen Enzymaktivitaten werden in Gegenwart von 100 uM IBMX bei der Bestimmung der PDE 5 ermittelt und g 
von den Testwerten subtrahiert. 

Fur die erfindungsgemaBen Verbindungen wurden bezuglich der Inhibition der Phosphodiesterase 5 IC50- Werte im 
Bereich von 10~ 9 bis 10~ 5 M bestimmt. .: 

Beispielsweise wurden fur ausgewahlte Ausfuhrungsbeispiele folgende Werte bestimmt: 35 

Beispiel IC 50 [umol/l] 

1 0,01 

5 0,12 

7 0,10 40 :- 

8 0,07 



Induktion der NO-Produktion in Fibroblasten (Ratte) 

45 

Fetale Lungen-Fibroblasten der Ratte (Rat fetal lung fibroblast cells RFL-6) stellen ein geeignetes Medium dar, um die 
Beeinflussung der Wirkung von NO auf intrazellulare cGMP-Spiegel zu untersuchen (Ishii et al. 1991). Der Grundme- 
chanismus ist auf die glatte GefaBmuskulatur ubertragbar. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen verstarken konzentrationsabhangig den durch den NO-Donor S-nitroso-N-ace- 
tyl-D,L-penicillamin induzierten Anstieg der intrazellularen cGMP-Spiegel. 50 

So induziert die Verbindung 1 beispielsweise bei einer Konzentration von 0,010 umol/l significant einen Anstieg des 
cGMP-Spiegels. Die Wirksamkeit yon Verbindung 1 ist dabei 10 OOOfach starker als diejenige, die durch Verwendung 
des unspezifischen PDE-Inhibitors 3-Isobutyl-l-methylxanthin (IBMX) erreicht wird. 

Kreislaufanalyse am narkotisierten Beagle-Hund 55 

Fiir diese Untersuchung wurden 4 mannliche Beagle-Hunde mit einer Korpermasse von 9,0 bis 15,0 kg verwendet. 
Die Tiere wurden mittels 80 mg/kg Cloralose und 400 mg/kg Urethan intravenos narkotisiert.. Die Hunde wurden intu- 
biert, jedoch nicht kunstlich beatmet. 

AnschlieBend erfolgte die Preparation der A. brachialis zur Aufnahme des peripheren Blutdruckes. Fiir die Regis trie- 60 
rung des systolischen/diastolischen linksventrikularen Druckes wurde iiber die rechte A. carotis ein Micro-Hp- Katheter 
eingefuhrt. Das Herzminutenvolumen wurde mittels Thermodilution bestimmt. 

Dafiir wurde ein S wan-Ganz-Katheter iiber die V. femoralis eingefuhrt. Der Katheter wurde so positioniert, daB iiber 
dessen Spitze der Blutdruck in der A. pulmonalis erfaBt werden konnte. Es wurden 3,0 ml physiologischer Kochsalzlo- 
sung (Temp. 4,0°C) injiziert und aiis der Anderung der Temperatur im Aortenstamm das Herzminutenvolumen bestimmt. 65 

Die Ableitung des Oberflachen-EKGs erfolgte von den GliedmaBen. Die Auswertung der EKG-Parameter erfolgte au- 
tomatisch. 

Die Erfassung und Berechnung aller Blutdruckwerte erfolgte mit einem computergestutzten System. 
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In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB beispielsweise die erfindungsgemaBe Verbindung 1 nach intra- 
gastraler Applikation irn Dosisbereich von 0,25 bis 3,0 mg/kg dosisabhangig die Kontraktionskraft des Herzens (Anstieg 
der Hnksventrikularen Druckansuegsgeschwindigkeit bis auf das 4fache) mit einer Steigerung des Herxminutenvolu- 
' mens bis auf das Doppelte verstarkt Trotz der starken Steigerung der Herzarbeit stieg der arterielle Blutdruck nur initial 
leicht an und die Druckamplitude erhohte sich. Hohere Dosierungen senkten den systolischen Blutdruck leicht. 

Trotz der immensen und langanhaltenden Steigerung der Herzleistung durch die Verbindung 1 wurden keine hypo- 
xisch bedingten Arrhythmien oder Extrasystolen beobachtet, was die starke coronardilatatonsche Wirkung belegt 

Patentanspriiche 

1 . Verwendung von Imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinonen der Formel 1 

H 
I 




worin 

AfurOoderNHsteht, 

R 1 und R 2 gleich oder verschieden sein konnen und 
Wasserstoff, sowie 

-Ci 5-Alkyl, geradkettig oder verzweigtkettig, 

ggfein- oder mehrfach substituiert mit -OH, -SH, -NH 2 , -N0 2 , -CN, -COOH, -F, -CI, -Br, -I, -O-Cl . . 6 -Alkyl, -S- 
d...6-Alkyl 
bedeuten konnen und 
R 3 fur Wasserstoff, sowie 

-Ci s-Alkyl, geradkettig oder verzweigtkettig, 

ggf 'ein- oder mehrfach substituiert mit -OH, -SH, ~NH 2 , -NO* -CN, -COOH, -F, -CI, -Br, -I, -Od. . .6-Alkyl, -S- 
Ci. . .6-Alkyl oder Phenyl 

al^therapeutische Wirkstoffe zur HersteUung von Arzneimitteln zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmo- 
naler Hypertonic und GefaBerkrankungen, die mit einer Minderdurchblutung einhergehen. 

2 Verwendung physiologisch vertraglicher Salze der Verbindungen nach Formel 1 gemaB Anspruch 1, gekenn- 
zeichnet durch Neutralisation der Basen mit anorganischen oder organischen Sauren bzw. durch NeutraUsation der 
Sauren mit anorganischen oder organischen Basen bzw. durch Quaternierung tertiarer Amine zu quaternaren Am- 
moniumsalzen, als therapeutische Wirkstoffe Zur HersteUung von Arzneimitteln zur Behandlung der Herzinsuffi- 
zienz, von pulmonaler Hypertonic und GefaBerkrankungen, die mit einer Minderdurchblutung einhergehen. 

3 Bei Verbindungen nach Formel 1 gemaB Anspruch 1 und 2 mit einem asymmetrischen Kohlenstoff atom die Ver- 
wendung dieser Verbindungen in der D-Form, der L-Form und D,L-Mischungen sowie im Falle von Verbindungen 
nach Formel 1 mit mehreren asymmetrischen Kohlenstoffatomen die Verwendung der diastereomeren Formen und 
deren Mischungen als therapeutische Wirkstoffe zur HersteUung von Arzneimitteln zur Behandlung der Herzinsuf- 
fizienz, von pulmonaler Hypertonie und GefaBerkrankungen, die mit einer Minderdurchblutung einhergehen. 

4. Von den Verbindungen nach Formel 1 gemaB Anspruch 1 bis 3 besonders eine der folgenden Verbindungen: 
8-Methoxy-3-methyl- l-propyl-imidazo[l ,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
8-Methoxy-irnidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
8-Memoxy-3-methyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
8-Memoxy-l-methyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
8-Memoxy-l-propyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
l-Ethyl-8-hydroxy-3-methyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
l-Ethyl-8-memoxy-3-memyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
8-Benzylamino-l-emyl-3-memyl-imidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon; 
l-Ethyl-8-(3-hyo^oxypropyl)-3-methyl-irnidazo[l,5-a]-pyrido[3,2-e]-pyrazinon. 

5. Verwendung von Verbindungen nach Formel j. gemaB Anspruch 1 bis 4 als therapeutische Wirkstoffe zur Her- 
steUung von Arzneimitteln zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmonaler Hypertonie und GefaBerkrankun- 
gen, die mit einer Minderdurchblutung einhergehen, gekennzeichnet dadurch, daB durch diese Verbindungen in 
dualer Weise - zugleich und vergleichbar stark - die Phosphodiesterase 3 und die Phosphodiesterase 5 inhibiert 
werden, wodurch eine positiv inotrope Wirkung am Herzen kombiniert mit einer Druckentlastung durch Duatation 
arterieller GefaBe durch ein und denselben Wirkstoff erreicht wird. 

6. Arzneimittel, enthaltend eine oder mehrere Verbindungen gemaB den Anspriichen 1 bis 4 neben ublichen phy- 
siologisch vertraglichen Tragern und/oder Verdiinnungsmitteln beziehungsweise Hilfsstoffen. 

7. Verfahren zur HersteUung eines Arzneimittels nach Anspruch 6, gekennzeichnet dadurch, daB eine oder mehrere 
Verbindungen gemaB den Anspriichen 1 bis 4 mit gebrauchlichen pharmazeutischen Tragerstoffen und/oder Ver- 
dunnungsmitteln beziehungsweise sonstigen Hilfsstoffen zu pharmazeutischen Zubereitungen verarbeitet bezie- 
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hungsweise in eine therapeutisch anwendbare Form gebracht werden. 

8. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel _1 gemaB den Anspriichen 1 bis 4 und/oder von pharma- 
zeutischen Zubereitungen nach den Anspriichen 6 und 7 allein oder in Kombination untereinander oder in Kombi- 
nation mit Tragerstoffen und/oder Verdunnungsrnitteln beziebungsweise sonstigen HilfsstofFen. 

9. Verwendung der Verbindungen gemaB Anspruch 1 bis 4 als therapeutische 'vVlrkstofTe zur Herstellung von Arz- 
neimitteln zur Behandlung der Herzinsuffizienz, von pulmonaler Hypertonic und GefaBerkrankungen, die mit einer 
Minderdurchblutung einhergehen, besonders bevorzugt mittels oraler, intravenoser, intramuskularer, subcutaner, 
parenteraler, buccaler oder sublingualer Applikation. 



- Leerseite - 



